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摘  要 
I 
 




要由淀粉样蛋白（Aβ）组成。Aβ 是由 β-淀粉样蛋白前体蛋白（β-amyloid precursor 
protein, APP）经 β-分泌酶和 γ-分泌酶顺序切割产生。Aβ 在 AD 的发病过程中发
挥了重要作用。 
在 AD 发病的早期，Ras 蛋白所在的信号通路被激活，但具体作用机制还不
清楚。本文探讨了 K-Ras 及其突变体 K-RasG12V 对 APP 的剪切的影响。我们用
Aβ 处理细胞后发现 K-Ras 的 mRNA 水平有所上升，Western blot 结果显示过量
表达 K-Ras 能够激活 ERK1/2、JNK 通路，并增加 APP 在 Thr668 的磷酸化；而
抑制 JNK 通路则阻断了 K-Ras 过表达所引起的 APP Thr668 磷酸化。此外，过表
达 K-Ras 造成分泌到细胞外的 sAPP增加，而 sAPPβ 减少。更重要的是细胞外
分泌的 Aβ 水平也有所下降，这说明 K-Ras 的确影响了 APP 的酶水解过程。同
时，我们发现过表达 K-Ras 不影响 ADAM10、BACE1 和 NCT 的蛋白水平，而
作为 γ-分泌酶催化中心的 PS1-NTF 却有所上升。通过生物素标记实验发现，过
表达 K-Ras 使得 APP 在细胞膜上的定位增加，而细胞内 APP 总量没有改变。这
些结果表明，过量表达 K-Ras 可以通过调控 JNK 的通路，增加 APP 在 Thr668
位点的磷酸化，造成 APP 在细胞膜上水平升高，导致 APP 向 sAPPβ 的切割减少，
而向 sAPP的切割增加，最终引起 Aβ 的减少。提示 K-Ras 对 APP 切割的影响






















The major pathological hallmarks of Alzheimer’s disease(AD) are senile plaques, 
neurofibrillary tangles or loss of neurons in the hippocampus and cortex regions. 
Senile plaques are composed of β-amyloid (Aβ) peptide, which is derived from its 
precursor protein APP through sequential proteolytic cleavages by - and -secretases. 
Aβ is believed to play a crucial role in the pathogenesis of AD. 
The expression of Ras is elevated during early stages of Alzheimer’s disease. 
Here we confirm that the mRNA level of K-Ras is up regulated after Aβ treatments. 
Furthermore, we investigate the effect of K-Ras on the processing of β-amyloid 
precursor protein (APP). The results show that overexpression of K-Ras and its 
constitutively active mutant K-RasG12V activate ERK1/2 and JNK pathways and 
induce phosphorylation of APP at Thr668. While inhibition of the JNK pathway 
blocks the phosphorylation of APP upon overexpression of K-Ras. In addition, 
overexpression of K-Ras reduces the levels of sAPPβ and Aβ and increases the level 
of sAPPα but has no effect on the levels of ADAM10 and BACE1. Surprisingly, we 
find that overexpression of K-Ras increases PS1-NTF protein level and γ-secretase 
activity. Through biotin labeling experiment, we demonstrate that overexpression of 
K-Ras increases cell surface levels of APP without affecting the levels of total APP. 
Together, these results suggest that K-Ras can regulate APP phosphorylation and APP 
trafficking for its processing through the JNK pathway, implying that K-Ras may be a 
new target/pathway for regulating AD pathologies. 
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英文缩写 英文全名 中文名称 
AD Alzheimer’s disease 老年痴呆症；阿尔茨海默症 
ADAM10 A Disintegrin And Metalloprotease 10 解整合素样金属蛋白酶 10 
AICD APP intracellular domain APP 被 γ-分泌酶切割后产生的胞
内结构域 
APP β-amyloid precursor protein β-淀粉样蛋白前体蛋白 
APH-1 Anterior pharynx-defective 1 γ-分泌酶复合体的组分之一 
ApoE Apolipoprotein E 载脂蛋白 E 
APP β-amyloid precursor protein β-淀粉样蛋白前体蛋白 
Aβ β-amyloid β-淀粉样蛋白 
BACE β-site APP cleaving enzyme β-分泌酶 
CTF C-terminal fragments 羧基末端片段 
cAMP Cyclic adenosine monophosphate 环腺苷酸 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Dulbecco’s 的改良 Eagle’s 培养基 
EGFR  Epidermal growth factor receptor 表皮生长因子受体 
FAD Familial form of AD 家族性 AD 
GAP  GTPase-activating protein GTP 酶激活蛋白 
GEF guanine nucleotide exchange factor 鸟苷酸交换因子 
GNRP guanine nucleotide releasing protein 鸟苷酸释放蛋白 
LRP Low-density lipoprotein receptor-related protein 低密度脂蛋白受体相关蛋白 
NFT Neurofibrillar tangles 神经元纤维缠结 
NCT Nicastrin γ-分泌酶复合体的组分之一 
NICD Notch intracellular domain Notch 被 γ-分泌酶切割后产生胞
内结构域 
NTF N-terminal fragment 氨基末端片段 
PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液 
PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 
PEN-2 Presenilin enhancer 2 γ-分泌酶复合体的组分之一 
PKA Protein kinase A cAMP 依赖性蛋白激酶 
PS Presenilin 早老素 
P3 3 kDa peptide C83 被 γ-分泌酶切割产生的片段 
RT-PCR Real-time PCR 实时荧光定量 PCR 
SAD Sporadic Alzheimer’s disease 散发性阿尔茨海默氏病 
sAPP soluble APP N-terminus  
SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基磺酸钠 
TACE Tumor necrosis factor-α converting enzyme 肿瘤坏死因子-α 转换酶 




















行为方面的异常为主要临床特征[1, 2]。1907 年，AD 由德国神经病理学家 Alois 




根据临床研究的结果，AD 可分为多见的、散发性 AD（Sporadic AD，SAD）
和少数有遗传特征的家族性 AD（Familial AD，FAD），其中早年发病的类型占总
体 AD 病人的 5%左右，通常是遗传基因突变引起的[4]。根据流行病学调查结果
发现，AD 的发病率在 65 岁以上人群中每隔 4 年半就要翻一番[5]。在一项针对对






据统计，全球有 AD 患者 2500 万人，患病率为 4%～6%，是仅次于心血管
病、癌症和脑中风之后的第四大导致死亡的疾病。随着世界人口的老龄化，预计
2030 年全球 65 岁以上人群将达到 9.73 亿。我国老龄人口以年均 3.2%的速度增
加，预计到 2015 年将达到 2.16 亿人，约占总人口的 16.7%。由于年龄是 AD 最
重要的风险因素，一个不容忽视的问题就是随着老年人口所带来的巨大的治疗费















医疗卫生保险费用约为 910 亿美元，其中 2.1 亿美元用于长期的看护服务[8]。 




NFTs 主要由过度磷酸化的 Tau 蛋白组成[11]。Tau 是一种微管相关蛋白
（microtubule -associated protein, MAP），通过其 C 端的三或四个重复串联单位与
微管蛋白相连组装形成微管。研究发现，从 AD 病人脑中纯化出来的 Tau 蛋白，
其磷酸化的程度及磷酸化位点的数量都大大超过正常人的大脑[12]。这表明许多
磷酸化的级联反应参与了神经元中纤维缠结的形成，GSK3β，cdk5，MAPK 和
PKA 等多种蛋白激酶可能参与了 Tau 蛋白的磷酸化[13]。 
AD 大脑中的淀粉样沉积斑的主要是由疏水性的 β-淀粉样蛋白（β-amyloid 
protein, Aβ）组成的。其他成分有载脂蛋白 E（apolipoprotein E, ApoE）和来自胶
质细胞的一些蛋白成分，如 β-抗胰蛋白酶(ACT)、白细胞介素-1β（interleukin-1，
IL-1β）和丁基胆碱脂酶等[14]。Aβ 是含 39~43 个氨基酸残基的多肽，由于其 β 片
层结构，故命名为 β 淀粉样蛋白。不溶性的 Aβ 具有神经毒性，能够引起胆碱性
神经元损伤、神经细胞凋亡、过氧化损伤、引发炎症反应并破坏钙平衡等。 
在散发性 AD 和家族性 AD 的病人大脑中都有发现神经元的缺失，其中与认
知功能密切相关的脑区如大脑皮层、海马、额颞叶神经元缺少最为严重[15]。研
究发现 AD 脑新皮层的Ⅲ和Ⅴ层神经元密度减少 36%~46%，同时在 AD 动物模
型上也观测到神经元的丢失。虽然 Aβ 毒性是造成神经元缺失的重要原因，但也
有学者认为，神经元的缺失并不仅仅是 Aβ 沉积造成的，在 10 月龄双基因突变
株 APP/PS/KI 小鼠额叶Ⅴ~Ⅵ层中的神经元减少了 34%，而该层 Aβ 斑块的沉积
只有 11%[16]。凋亡是 AD 神经元缺失的主要方式，引起凋亡的原因除了 Aβ 毒
性导致的氧化应激、线粒体损伤外，还有各种前凋亡基因存在，如 c-fos， jun， 
Bax，Fas 等。另外，突变的 App，PS-1，PS-2，ApoE4，tau 蛋白都能介导神经
元凋亡或相互协调引起神经元凋亡。突触丢失也是 AD 的一个主要病理特征。与



















cytoskeletal degeneration hypothesis） [12]和 Aβ 级联假说（Amyloid cascade 
hypothesis）[13]。前者强调高度磷酸化的 tau 蛋白引起微管蛋白组装的紊乱导致
神经元细胞骨架受损，形成神经元纤维缠结引起神经元缺失导致 AD 发病；后者
认为 β-淀粉蛋白前体蛋白（β-amyloid precursor protein，APP）的异常剪切加工
所产生的 Aβ 的聚集沉积与 Aβ 的毒性造成的诸多事件引发了神经元的退变而最
终导致 AD。目前 Aβ 级联假说更为被普遍接受，因为更多的证据倾向于 Aβ 是




Figure 1.1 Mechanisms of neurodegeneration in AD 
注：引自Leslie Crews,et al. Human Molecular Genetics.2010 
Aβ 级联假说认为：在 AD 发病的早期，由于 APP、PS1 或 PS2 基因突变和/





















淀粉样前体蛋白（amyloid precursor protein，APP）于 1984 年首次发现，其




E1 和 E2 两个结构域，E1 结构域含有 Kunitz 蛋白酶抑制剂（Kunitz Protease 
Inhibitor, KPI)结构域（APP695 中不存在）。E2 区域有另外一个 HFBD/GFLD 结
构域和随机卷曲区域。此外，APP C 端含有一个 YENPTY 序列，能与蛋白质相
互作用[24]。 
APP 基因转录后能产生不同的 mRNA 及其翻译产物，分子量约为
110KD-130KD。其中三个重要的亚型分别含有 695、751 和 770 个氨基酸，并由
此分别被命名为 APP695、APP751 和 APP770[25]。APP751 和 APP770 主要在非
神经细胞中表达，但也有研究结果显示在AD大脑中APP751和APP770的mRNA
水平和蛋白水平随着 Aβ 沉积而有所增加[26]。在神经细胞中主要是以 APP695 形
式为主，其与 APP751 和 APP770 的主要区别在于缺少 C 端的 KPI 结构域。 
虽然 APP 广泛地存在于各个组织中，但是只有在脑组织细胞中进行特异性加
工，特别是 APP695 的蛋白酶解加工对于 Aβ 的形成非常重要。APP 的水解有两
种途径，即不产生 Aβ 的非淀粉源(non-amyloidogenic)途径和产生 Aβ 的淀粉源
(amyloidogenic)途径（图 1.2），由-分泌酶，β-分泌酶和 γ-分泌酶参与完成。在
非淀粉源水解途径中，APP 首先被 α-分泌酶在 Aβ 的 16～17 位间剪切，产生一
个分泌到细胞外的可溶性 N 端片段(soluble APP N-terminus，sAPP) sAPPα 和具有
83 个氨基酸的 APP C 端片段(C-terminal fragment, CTF)，即 αCTF 或 C83。C83















端(APP intracellular domain, AICD)，这种形成产生的蛋白片段不能聚集成老年
斑。 
而在淀粉源水解途径中，APP 则先被 BACE1(beta-site APP cleaving enzyme 1)
或其他 β-分泌酶在 Aβ 的-1～1 位或 10～11 位间剪切并释放可溶性分泌片段
sAPPβ 和 99 或 89 个氨基酸的跨膜 C 端片段，即 βCTF(C99 或 C89)。C99 能被 γ-
分泌酶在 Aβ 的 40～41 或 42～43 位间继续剪切，从而产生 Aβ 和 AICD。Aβ40
和 Aβ42 是淀粉样斑的主要成分[21, 27]。 
图 1.2 APP 的水解过程 
Fig.1.2 APP proteolysis 
注：引自Han Zhang, et al. Journal of Neurochemistry. 2012 
除了淀粉源和非淀粉源水解途径外，在凋亡过程中 caspase-3 能在 APP695 胞
质尾部的 Asp664 位剪切（图 1.2），产生一个 C31 片段和 Jcasp，Jcasp 是 γ-分泌
酶和 caspase 切割位点之间的片段[28]。虽然 APP 的 caspase 水解过程对 Aβ 的产
生过程并没有影响[29]，但目前认为此过程可能在 Aβ 介导的神经毒性中起到重要
作用，因为 Jcasp 和 C31 也同样具有神经毒性。有研究表明，在 Swedish 和 Indiana
突变的转基因小鼠中将 APP 的 Asp664 位突变，能够抑制 APP 的 caspase 水解途
径并降低其对癫痫的敏感性，改善突触、电生理及行为异常[30]。 















会进行磷酸化的修饰。体外实验研究发现，只有 Tyr682 和 Tyr687 两个位点能够
被磷酸化，而 Tyr653 并没有显示出相关的磷酸化能力。被报道的 Ser/Thr 的磷酸
化只在 Thr654-668 和 Ser655 位点发现。体外实验的结果显示一些磷酸化位点实
际上是一些激酶的靶点，并进行一些与生理功能相关的磷酸化作用。如接头蛋白
Shc 和 Grb2 结合到 APP 的 C 端时，必须依赖 Tyr682 位点的磷酸化，这种相关
性在正常和 AD 的脑样本中都有发现，而且 Shc 和 Grb2 与 APP C 端的结合只有
在 βCTF 中发现，这可能是由于 APP C 端特异性的磷酸化使得 APP 更多的被 β-
分泌酶切割，另一种可能是 Tyr 的磷酸化只有在 APP 被 β-分泌酶切割后才能发
生。这意味着磷酸化不仅影响 β-分泌酶的选择性切割，并直接参与了 APP 的剪
切过程。CTFs 的磷酸化及其所具有的生理功能目前还不是很清楚。虽然 APP 的
磷酸化位点已经被鉴定，并作为接头蛋白的一个停靠位点，但是磷酸化发生的顺
序和它们的细胞内定位都可能对 APP 的切割、Aβ 的产生以及信号通路的激活造
成不同的影响。在成年大鼠大脑的神经元中，Thr668 位点可以被 JNK3、GSK3、
Cdk5、Cdk2 等激酶持续磷酸化。同时，不论在体外还是体内，Thr668 都能被
JNK1/2 磷酸化。这种转录后修饰的生理功能以及它如何在 Aβ 形成和 AD 发生过
程中起作用，至今还未清楚。Lee 等人发现 Thr668 位点的磷酸化能够使 APP 更
多的被 β-分泌酶切割，产生更多的 Aβ[31]，而 Feyt 等人则得到了相反的结果，
Thr668 位点的磷酸化抑制了 γ-分泌酶切割 C99，从而减少了 Aβ 的产生[32]。此外，
还有研究发现 Thr668 的磷酸化可以阻止 Fe65 结合到 AICD 上，Fe65 是最主要
的 AICD 相互作用蛋白，从而促进了 β-分泌酶与 APP 的作用，有可能引起更多
的 Aβ 的形成和 AICD 的产生。 
APP 的 C 端 YENPTY 序列能够与不同的接头蛋白结合。在细胞培养的研究
中发现，过量表达神经生长因子受体 TrkA[33]、持续激活形式的酪氨酸激酶 Ab1
或 Src 激酶都能够使 Tyr682 磷酸化。将 Tyr682 位点突变为苯基丙氨酸后，Ab1
引起的 APP 磷酸化消失。有研究发现，在 AD 病人的大脑中，CTF-Shc-Grb2 复
合体大量合成，ERK1/2 被激活，同时在淀粉样斑块和血管周围的星形胶质细胞
中 ShcA 表达升高，在体外用 thrombin 处理细胞，刺激其有丝分裂，结果胶质细
胞中的 CTF-ShcA 复合体形成，而神经元中则没有发现。在 thrombin 刺激下，下
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